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論文内容要旨
目的
 関節リウマチ(RA)患者滑膜および骨髄由来ナース様細胞(RA-NLC)はB細胞をアポトー
 シスから回避させて長期に維持し活性化させる機能を有する細胞であり,健常人や変形性関節症
 (OA)患者からは分離できないことからRA疾患に深く関与していると考えられる。RA-NLC
 を樹立する過程においてしばしばB細胞の増殖が認められることがあり,これらの細胞がRA-
 NLCと共に疾患に関わっている可能性が示唆された。そこでこのB細胞のクローニングと性状
 解析を行い,これらRA-NLC依存性B細胞の増殖とRA病態との関わりについて検討した。
方法
 増殖を認めたB細胞ラインを限界希釈法によりクローニングした。得られた各クローンにつ
 いてFACSを使用して表面抗原発現パターンを確認し,またPCR法にて各クローンの免疫グロ
 ブリン遺伝子を検出,その配列を決定し,これをもとにVH鎖レパトアの解析を行なった。こ
 れらの細胞は培養液中に抗体を分泌産生していたため,これら抗体を精製して各種生化学的手法
 により認識抗原の探索を試みた。抗原が同定できた抗体に関しては抗体価測定系を構築し,RA
 患者末梢血中の抗体価測定を実施した。
 結果および考察
 B細胞の増殖を認めた6例から最終的に9種類のクローンを樹立することに成功した。これら
 9種のクローンはいずれも表面抗原としてCD19,CD20,CD38,CD39,およびCD40を発現
 していたことから高い分化段階にあって,かつ活性化されていることが示唆された。RA患者末
 梢血中ではCD5陽性B細胞率が上昇しており,またいくつかの自己免疫疾患ではCD5陽性B
 細胞が自己抗体を産生するとの報告があるが,本研究で得られたクローンではいずれもCD5は
 陰性であった。これらのクローンで使用されている免疫グロブリンVH遺伝子レパトアは健常
 人末梢血で報告されている分布とは異なり,限定された数種類のみが検出された。さらに,これ
 らで使用されていた免疫グロブリン遺伝子は胎児肝内のB細胞で選択的に使用されていると報
 告されているものとよく一致していた。これらB細胞クローンはいずれもEBVに感染していた
 が,単独での培養では増殖を認めなかった。これらクローンの増殖・活性化はR'A-NLCとの直
 接接触に依存しており,RA-NLCの培養上清のみでは増殖を認めなかった。すべてのクローン
 は培養液中に抗体を産生しており,これら抗体を精製して免疫化学染色を行なったところRA-
 NLCを含む各種のヒト間葉系細胞のいずれにおいても染色を認めた。このことからこれら抗体
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 は自己抗体であることが明らかとなった。
 これら抗体の認識する抗原を探索する目的で免疫沈降法を実施したところ,1例について特異
 的シグナルを認めた。この沈降物のアミノ酸配列解析を実施した結果,この抗原はElongaUon
 Factor-1α(EF-1α)であることが同定できた。
 本抗体のRA患者における存在の有無および濃度測定を目的として,大腸菌を用い,組換え
 EF-1αを作成し抗EF-1α抗体価を測定可能なELISA系を構築した。本系を用いてRA患者末
 梢血中の抗体価を測定したところ,健常人と比較して有意に高値を示し,健常人平均値+2SD
 の値をカットオフ値とすると24%が陽性であった。本抗体価と関節破壊パターンによる重症度
 分類には関連性が認められた。すなわち関節の破壊度の高い重症例ほど,抗体価が高かった。こ
 れらの結果は自己反応性B細胞の分化や活i生化を通じてRAの病態形成にNLCが関与すること
 を示唆する新しい知見である。
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 審査結果の要旨
 関節リウマチ(RA)は慢性炎症に起因する関節破壊を生じる自己免疫疾患である。患部関節
 においてはリンパ球を中心とする細胞浸潤が観察され,しばしば異所性リンパ濾胞が認められる。
 浸潤B細胞は活性化・増殖すると共にリウマチ因子(RF)などの抗体を産生しており,病態形成
 に関連することが示唆され,数多くの研究がなされているがその本態については不明な点が多い。
 RA患者滑膜および骨髄から分離されるナース様細胞(RA-NLC)はB細胞を長期に維持し
 活性化させる機能を有する。RA-NLCは健常人や変形性関節症(OA)患者からは分離できない
 ことからRA疾患への関与が推察される。本申請者は患者検体からRA-NLCを樹立する過程に
 おいてしばしばB細胞の増殖が認められることに着目し,これらのB細胞がRA-NLCと共に
 疾患に関わっている可能性を調べるべくこれらB細胞のクローニングならびに性状解析を行なっ
 た。これらのクローンはRA罹患関節において長期に維持され続ける細胞に相当すると考えら
 れ,従って得られた情報は病態に関連するB細胞の性状に関するものであると考えられる。
 申請者は増殖したB細胞ラインを限界希釈法によりクローニングし9種類のクローンを樹立
 した。これらクローンの免疫グロブリンVH遺伝子レパトアは健常人末梢血における多様性と
 は異なり限定された数種類のみであった。これらは自己抗体産生B細胞において使用されてい
 るものや胎児肝内のB細胞で選択的に使用されているものと一致していた。培養液中に分泌さ
 れるクローンの産生抗体はRA-NLCを含む各種のヒト間葉系細胞を認識したことから,いずれ
 も自己抗体であることが明らかとなった。これらB細胞クローンはいずれもEBVに感染してい
 るものの単独培養では増殖できず,増殖・活性化はRA-NLCとの直接接触に依存していること
 も明らカ、となった。
 表面抗原発現解析により,これらクローンは高い分化段階にありかつ活性化されていることが
 示唆された。しかしこれらのパターンはこれまでにRA炎症滑膜上リンパ濾胞に形成される
 胚中心内B細胞の表面抗原として報告されているものとは異なる。また胚中心内B細胞は
 somaticmutationにより抗原特異性を高めていくとされ,CDR領域の塩基配列が高度に変異
 している。しかしながら今回得られたクローンでは必ずしも高度に変異が認められず,変異率は
 クローンごとに異なっていた。これらの結果からRA炎症滑膜上においてはこれまでに報告さ
 れている異所性の2次リンパ組織のB細胞の維持・活性化機構とは別に,RA-NLCとの相互作
 用により自己反応性のB細胞が選択的に維持・活性化されるという新たな機構の存在の可能性
 が示唆された。
 クローンが産生する抗体の認識抗原の探索を行なった結果,そのうちの一つについてElonga-
 tionFactor-1α(EF-1α)であることを同定した。抗EF-1α抗体価を測定可能なELISAで,
 R,A患者末梢.血中の抗体価を測定したところ,健常人と比較して有意に高値を示し24%が陽性で
 あった。本抗体価と関節破壊パターンによる重症度分類には関連性が認められ,関節の破壊度の
 高い重症例ほど抗体価が高いことが明らかとなった。
 RA-NLCとB細胞との相互作用による新たな自己反応性B細胞の増殖活性化の機構は今後の
 RA病態解明に寄与する可能性がある。また抗EF-1α抗体価と関節破壊重症度との関連が予後
 予測に繋がるものであれば,本抗体価は治療方針の決定に有用な手段となりうる。解析クローン
 数が少数なのでこれらの結果がvivOにおいてどこまで反映されるかについては不明であるが,
 これらは今後の検討課題として申請者にも十分に認識されている。得られた所見は正確であり,
 結論の明解さにも異論はない。よって本研究は学位授与に値するものと判定した。
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